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タンパク質の機能発現メカニズムを理解するにあたり、生化学的な解析だけではなく三次元構造の重要
性が近年強く認識されるようになってきた。X線構造解析法は、静的なタンパク質の三次元構造を与え、
その構造を基にして種々の生化学的知見や物理化学的知見を用いてタンパク質の作用機構を解明する研究
が行われてきた。しかし、より詳細に機能発現メカニズムを解明するためには、反応に伴う活性部位近傍
の化学的変化や構造変化を解明することが重要である。しかしながら、X線結晶構造解析法は、結晶中
での静的な構造解析には有用であるが、反応に伴う構造変化の追跡等は極めて困難である。また、他の分
光学的手法では、構造全体を俯瞰するような構造変化の追跡が難しい。このため、タンパク質作用機構の
詳細な理解のために、タンパク質の構造変化の時間分割結晶構造解析の重要性が提唱されてきたが、その
実験的困難さから、ほとんど報告がなされていない状況である。筆者は、フェニルエチルアミン酸化酵素
を取り上げ、構造学的な観点からその反応機構を明らかにするため、時間軸を含めた酵素反応の四次元
X線結晶構造解析に取り組んだ。その結果、酵素反応進行に協調したタンパク質の詳細な構造変化を明
らかにし、構造変化を基にした詳細な反応機構を解明する事に成功した。
論 文 内 容 の 要 旨
本論文では、土壌細菌 Arthrobacter globiformis由来の銅・トパキノン含有フェニルエチルアミン酸化
酵素の四次元構造解析により、触媒反応機構を議論している。結晶構造解析では反応速度を低下させるた
めに、変異体酵素などを用いる場合が多いが、本研究では野生型酵素と本来の基質を用いて反応を追跡し
ている。まず著者は、本酵素の結晶中での反応時間等を見積もるために、単結晶紫外可視顕微分光測定を
行った。その結果、スペクトルの変化が分から60分にかけて進み、溶液中での反応に比べて106桁程度
遅くなることを明らかにした。この知見をもとに、先述の時間中でクライオ条件による反応中間体の捕捉
を行った。
次に著者は、この反応中間体結晶を用いX線結晶構造解析を行った。回折強度データを SPring-8のシ
ンクロトロン放射光を用いて収集し、構造解析を行った結果、Michaelis complex、基質シッフ塩基、生
成物シッフ塩基、酵素／生成物複合体の種類の反応中間体の立体構造を決定する事に成功した。
Michaelis complex を示す構造では、基質が基質チャネル内にきれいに収まっており、基質のアミノ基が
アスパラギン酸に近接しプロトンの授受が起こると考えられる構造をとっていた。また基質・生成物シッ
フ塩基の構造では、同一分子内のつのサブユニットにそれぞれの構造が存在していた。基質シッフ塩基
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では、Cαプロトンがアスパラギン酸に近接しており、プロトン脱離に有利な構造をとっていた。また、
酵素／生成物複合体では、トパセミキノンを形成しており、銅に直接配位する構造をとっていた。ここで
一連の反応において、反応開始とともに基質チャネルのフタが閉じ、反応終結に伴うトパキノンの構造変
化により、ゲート残基も閉じていることを明らかにした。
さらに、著者は酵素／生成物複合体結晶にキセノンを導入したキセノン誘導体結晶を調製し、立体構造
の決定を行った。その結果、活性部位近傍にキセノンサイトを見出し、β-サブユニットから供給された酸
素分子の結合部位であると推定した。また、空間障害および距離などの点から、酸化的半反応は最初に銅
を酸化する内圏型電子伝達過程で進むことを構造からも示した。
最後に、サブユニットごとに反応進度が異なる要因について調べるために、各構造で非対称単位中に存
在する分子構造の詳細な比較を行い、さらに結晶中での分子パッキングについて検討した。その結果、サ
プユニットごとに対称分子との界面の構造が異なり、活性部位の構造に変化が現れたことが直接の原因で
あると考察している。
論 文 審 査 結 果 の 要 旨
本論文は、Arthrobacter globiformis由来の銅・トパキノン含有フェニルエチルアミン酸化酵素の触媒
反応機構を X線結晶構造解析によって追跡したものである。本目的のため、結晶中で酵素反応の進行を
制御し、反応中間体を低温トラップし、顕微分光測定および X 線結晶構造解析を行っている。反応中間
体を含む結晶を準備して構造決定する事により、基質チャネル内部の直接反応に関与するアミノ酸残基な
どの構造変化だけでなく、チャネルの入口や底部にある反応とは直接関与しないアミノ酸残基の構造変化
も捉えることで、酵素全体として反応をスムーズに進行させるような制御が行われている事を明らかにし
た。野生型酵素および本来の基質を用いた結晶構造解析は、反応中間体捕捉の難しさから広く行われてい
るわけではなく、本酵素においても、これまでは変異体酵素のみでしか解析されていなかった。野生型酵
素を用いることで、シッフ塩基中間体構造についても変異体とは違いが見られ、より正確な中間体構造の
決定に成功した。
以上のように、野生型酵素と本来の基質を用いて、つの反応中間体の構造を決定し、真の反応様式を
明らかにする事ができたことは、本酵素の反応機構を明らかにする上で非常に高く評価されるべきもので
ある。また、アミン酸化酵素の反応機構解明という特定のタンパク質研究に与える知見だけでなく、時間
分割構造解析によって、分子全体の協調した動きを解明する事が、タンパク質の機能発現を理解する上で
非常に重要である事を示した点においても高く評価される。以上の成果を得る事ができたのは、著者の高
度な学術知識と、細心さと忍耐に裏打ちされた再現性の高い丁寧な実験により実現したものである。
本論文の内容のうち、主に方法論に関する内容は Journal of Synchrotron Radiationに筆頭著者として
投稿され、電子版ではすでに公表され、冊子版は印刷中となっている。また、反応機構の解明に関する生
化学的内容は、現在投稿準備中である。さらに、著者は回の国際学会および、12回の国内学会で本論文
の内容を自ら報告しており、これらの発表によって、回の発表賞を受賞している。審査委員は本論文の
内容を中心に面接と公開の論文発表会を行い、著者が論文内容と用いた技法について充分な理解とともに
関連する分野についても学識を有し、また将来の研究遂行に対しても十分な能力を持つことを確認するこ
とが出来た。以上のことより、審査委員会は本論文の著者が博士（理学）の学位を授与されるに足る十分
な資格を有するものと判定する。
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